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Bezeichnung der Erfindung: 

20 Verwendung von Substanzen, die als Kaskaden-Inhibitor der 
Raf /MEK/ERK-Signalkaskade wirken , zur Hers tellung eines 
Arzneimittels gegen DNA- und RNA-Viren. 



1 



WO 01/76570 



PO7DE01/01292 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung basiert auf der erstmaligen Beob- 
achtung, daft eine Infektion mit den intranuklear replizieren- 
den Negativstrangviren insbesondere Influenza A Virus und 
5 Borna Disease Virus (BDV) zur Aktivierung der Raf/MEK/ERK 
Kaskade fuhrt und daft uberraschenderweise die Inhibition 
dieser Kaskade insbesondere durch einen MEK Inhibitor die 
Replikation dieser Virengruppe stark hemmt, ohne toxisch auf 
die Zellen zu wirken. 

10 Eine verbesserte Therapie gegen DNA und RNA Viren, deren 

Vermehrung abhangig von der Aktivitat der Raf/MEK/ERK Kaskade 
ist, richtet sich deshalb bevorzugt auf diesen Signalweg. Es 
wurde gefunden, daft dieser Signalweg durch Verwendung eines 
nicht-toxischen pharmakologischen Inhibitors blockiert wird. 

15 Dieser nicht-toxische pharmakologische Inhibitor des 
Raf/MEK/ERK Signalweges ist erf indungsgemaft ein Kaskaden- 
Inhibitor, im besonderen ein MEK-Inhibitor . 

Stand der Technik 

Virusinf ektionen stellen eine bedeutende Gesundheitsbedrohung 

20 fur Mensch und Tier dar. Besonders Infektionen mit dem Influ- 
enza A Virus gehoren immer noch zu den groften Seuchen der 
Menschheit und fordern Jahr fur Jahr nicht nur eine Vielzahl 
an Todesopfern, sondern sind auch gesamtwirtschaf tlich, etwa 
durch krankheitsbedingte Arbeitsunf ahigkeit ein immenser 

25 Kostenfaktor [12]. 

Von ebenfalls wichtiger wirtschaf tlicher Bedeutung sind 
Infektionen mit dem Borna Disease Virus (BDV), das vor allem 
Pferde und Schafe befallt, jedoch auch schon beim Menschen 
isoliert wurde und hier in Zusammenhang mit neurologischen 

30 Erkrankungen gebracht wird [3,13]. 

Das Problem der Bekampfung von RNA Viren ist die durch 
eine hohe Fehlerrate der viralen Poiymerasen verursachte 
Wandlungsf ahigkeit der Viren, die sowohl die Herstellung 
geeigneter Impfstoffe als auch das Entwickeln von antiviralen 

35 Substanzen sehr schwierig macht. 
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Es hat sich gezeigt, daft die Anwendung von antiviralen 
Substanzen, die direkt gegen Funktionen des Virus gerichtet 
sind, mutationsbedingt sehr schnell zur Selektion resistenrer 
Varianten ftthrt. Ein Beispiel hierfiir ist das anti-Influenza 
5 Agenz Amantadin und dessen Derivate, welche gegen ein Trans- 
membranprotein des Virus gerichtet sind und bereits binnen 
weniger Passagen zur Bildung resistenter Varianten fuhrt. 
Auch die neuen anti-Influenza Therapeutika , die das Influen- 
za-virale Oberf lachenprotein Neuraminidase hemmen und unter 
10 dem Handelsnamen RELANZA von Glaxo Wellcome in Deutschland 
vertrieben werden, haben bereits resistente Varianten in 
Patienten erzeugt [10]. Die Hoffnungen, die in dieses Thera- 
peutikum gelegt wurden konnten auch aus diesem Grunde nicht 
erfullt werden. 

15 Aufgrund ihrer meist kleinen Genome und damit begrenzter 

Kodierungskapazitat fur replikationsnotwendige Funktionen, 
sind alle Viren in starkem Mafte auf Funktionen ihrer Wirts- 
zellen angewiesen. Durch Einf lufinahme auf solche zellulare 
Funktionen, die fur die virale Replikation notwendig sind, 

20 ist es moglich, die Virusreplikation in der infizierten Zelle 
negativ zu beeintrachtigen . Hierbei besteht fur das Virus 
nicht die Moglichkeit, durch Anpassung die fehlende zellulare 
Funktion zu ersetzen. Ein Entweichen vor dem Selektionsdruck 
durch Mutation ist hier nicht moglich. Dies konnte am Bei- 

25 spiel des Influenza A Virus mit relativ unspezif ischen Hemm- 
stoffen gegen zellulare Kinasen und Methyltransf erasen be- 
reits gezeigt werden [18] . 

Nachteil speziell dieser Hemmstoffe ist, daft sie relativ 
unspezifisch und breit wirken und ihre zellularen Angriffs- 

30 punkte nur schlecht definiert sind. Sie sind daher als Thera- 
peutika ungeeignet. Hier liegt das Problem: Es gibt bis heute 
keine Hemmstoffe zellularer Enzyme mit definiertem Angriffs- 
punkt in der Zelle, die sowohl selektiv an dieser Stelle 
wirken, ohne toxisch fur die Zelle zu sein, als auch die 

35 virale Replikation im besonderen von RNA Viren, wie Borna 
Viren oder Influenza A Viren hemmen. 
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In Bezug auf die zeliularen Prozesse, welche nach Viru- 
sinfektion induziert werden, findet man, daB eine Vielzahi 
von DNA und RNA Viren in der infizierten Wirtszelle einen 
definierten Signaltransduktionsweg, die sogenannte 

Raf/MEK/ERK Kinase Kaskade aktivieren [2, 4, 14, 17]. 

Diese Kinase Kaskade gehort zu den wichtigsten Signalwe- 
gen in der Zelle und spielt eine bedeutende Rolle in Prolife- 
rations- und Dif ferenzierungsprozessen. 

Wachstumsfaktor induzierte Signale werden dabei durch 
sukzessive Phosphorylierung von der Serin/Threonin Kinase Raf 
auf die Dual-spezif ische Kinase MEK (MAP Kinase Kinase/ERK 
Kinase) und schlieftlich auf die Kinase ERK (extracellular 
signal regulated kinase) ubertragen. Wahrend man als Kinase- 
substrat von Raf nur MEK kennt und fur MEK als einzige Sub- 
15 strate die ERK Isoformen identif iziert wurden, kann ERK eine 
ganze Reihe an Substraten phosphorylieren . Hierzu gehoren 
beispielsweise die Phosphorylierung von Transkriptionsf akto- 
ren, was zu einer direkten Veranderung der zellularen Genex- 
pression fuhrt [5, 15, 20] . 
20 Die Untersuchung der Rolle dieses Signalweges in zellu- 

laren Entscheidungsprozessen hat zur Identif izierung mehrerer 
pharmakologischer Inhibitoren gefuhrt, welche den Signalweg 
unter anderem auf der Ebene von MEK, also am ' Flaschenhals ' 
der Kaskade hemmen [1, 5, 7, 9]. 
25 Der MEK Inhibitor PD98059 (2-2 x -amino-3 '-methoxyphenyl ) - 

oxanaphtalen-4-on) [7] hemmt die Aktivierung von MEK durch 
die Kinase Raf. 

Der MEK Inhibitor U0126 ( 1 , 4-Diamino-2 , 3-dicyano-l , 4- 
bis [2-aminophenylthio] butadien) wurde als Substanz beschrie- 
30 ben, die partiell die Aktivierung AP-1 abhangiger Genexpres- 
sion [9] und die Proliferation von T Zellen hemmt [6] . 

Im Gegensatz zu PD98059 hemmt U0126 nicht nur die MEK 
Aktivierung sondern auch die Aktivitat der Kinase selbst [8]. 
SchliefUich wurde der MEK Inhibitor PD184352 beschrieben 
35 (2- (2-chlor-4-jod-phenylamino) -N-cyclopropylmethoxy-3, 4- 

difluor-benzamid) [19], welcher bei oraler Gabe im Mausmodell 
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effizient das Wachstum von Kolonkarzinomen hemmen konnte, 
ohne erkennbare Zeichen von Toxizitat bis zu einer kumulier- 
ten Dosis von 6g/kg Korpergewicht zu zeigen. 

Aufgabe der Erfindung 

5 Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, Substanzen zur 

Anwendung in der Vorbeugung oder Therapie gegen intranuklear 
replizierende Negat ivstrangviren vorzusehen, die nicht direkt 
gegen Funktionen des Virus gerichtet sind, sondern selektiv 
ein zellulares Enzym hemmen und iiber diese selektive Wirkung 

10 die virale Replikation von Viren. 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, daft diese 
Aufgabe durch ein einen erf indungsgemaften Kaskaden-Inhibitor 
oder insbesondere einen MEK-Inhibitor enthaltendes Arzneimit- 
tel gemaft Anspruch 1 gelost wird. 

15 Ein erfindungsgemafter Kaskaden-Inhibitor, insbesondere 

ein MEK-Inhibitor, ist eine Substanz, die dadurch charakteri- 
siert ist, daft sie in einem "Kaskaden Assay fur Inhibitoren 
des Raf/MEK/ERK Kinase Signalweges" die Signalkaskade in 
vitro hemmt und in einem "in vivo MEK und MAP Kinase Assay" 

20 die Signalkaskade in vivo hemmt. 

Kaskaden Assay fair Inhibitoren des Raf/MEK/ERK Kinase Signal - 
weges 

Bei diesem Kaskaden Assay wird die Wirkung von Inhibito- 
ren auf den Raf/MEK/ERK Kinase Signalweg durch Kinase- 

25 vermittelten Einbau von radioaktivem 32P in das Myelin Basic 
Protein (MBP) in Anwesenheit eines 6xHistidin-Fusionsproteins 
von ERK (His-ERK) und eines Glutathione-S-transf erase Fusi- 
onsproteins von MEK (GST-MEK) gemessen. 

Das Reaktionsgemisch enthalt die rekombinanten Proteine 

30 in einem Puffer aus 20mM HEPES, pH7.4, lOmM MgC12, ImM MnC12, 
ImM EGTA, und 50mM 32 P-gamma-ATP in einem Gesamtvolumen von 
lOOul. Die Reaktion lauft 15 min bei 30°C und wird durch 
Zugabe von 20ul 5x Laemmli Puffer abgestoppt . Die radioaktiv 
markierten Proteine werden mitteis SDS-PAGE aufgetrennt und 
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mit Hilfe eines Phosphoimagers sichtbar gemacht. Kaskaden- 
Inhibitoren werden in einer Konzentration von 5-20pM auf ihre 
inhibierende Fahigkeit in diesem Assay getestet. Urn zu unter- 
scheiden, ob eine Verbindung in diesem Assay ein MEK oder ERK 
Inhibitor ist, werden die Substanzen in einem zweiten experi- 
mentellen Ansatz mit MBP und His-ERK unter den obigen Reakti- 
onsbedingungen in Abwesenheit von GST-MEK getestet. Eine 
Verbindung die im ersten Ansatz wirksam ist und im zweiten 
Ansatz keine Wirkung zeigt, ist ein MEK Inhibitor. Eine 
Substanz die im zweiten Ansatz wirkt und im ersten Ansatz 
keine Wirkung zeigt ist ein ERK Inhibitor. Eine Substanz die 
in keinem der beiden Ansatze des ersten Assays wirkt, jedoch 
im folgenden in vivo MEK und MAP Kinase Assay eine Wirkung 
zeigt ist ein Raf-Inhibitor . Alle beschriebenen Inhibitoren 
15 sind erfindungsgemali Kaskaden-Inhibitoren . 

In vivo MEK und MAP Kinase Assay 

Zellen werden in 10 cm Zellkulturschalen ausgesat und 
wachsen bis 80% Konfluenz in Zellkulturmedium mit 10% fotalem 
Kalberserum. Den Zellen wird fur 8-12h das Serum entzogen. 
Danach erfolgt Zugabe der Kaskaden-Inhibitoren, insbesondere 
der MEK-Inhibitoren 30 min. vor mitogener Stimulation der 
Zellen, beispielsweise mit lOOng/ml TPA oder lOOng/ml PDGF. 
Nach 10 min Inkubation mit den mitogenen Stimuli werden die 
Zellen mit PBS gewaschen und in Triton-Lyse Puffer lysiert 
25 (20mM Tris pH 7.4, 50mM Na-Ii-Glycerophosphat, 20mM Na- 
Pyrophosphat, 137mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin, 1% (v/v) Triton 
X-100, 2mM EDTA, ImM Pefabloc, ImM Na-Vanadate, 5mM Benzami- 
din, 5ng/ml Aprotinin, 5ug/ml Leupeptin) . Aus diesen Zellysa- 
ten wird endogene MEK mit einem MEK-spezif ischen Antiserum 
30 immunprazipitiert und in einem Immunkomplex Kinaseassay in 
Anwesenheit von 32P-gamma-ATP, O.lmM ATP und rekombinanter 
kinaseinaktiver His-ERK K>M als Substratprotein bei 30°C fur 
15 min in einem Puffer aus 10mM MgC12, 25mM |J- 
Glycerolphosphat, 25mM HEPES pH 7.5, 5mM Benzamidin, 0 . 5mM 
35 DTT und ImM Na-Vanadat inkubiert. Parallel wird aus dem 
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gleichen Lysat endogene ERK mit einem spezifischen ERK- 
Antiserum immunprazipitiert und mit gereinigtem MBP unter den 
gleichen Bedingungen wie MEK inkubiert. Die Proteine werden 
auf einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt und mit Hilfe eines Phos- 
5 phoimagers visualisiert . Ein Kaskaden-Inhibitor , insbesondere 
ein MEK-Inhibitor wirkt in diesem Assay sowohl hemmend auf 
die MEK Aktivierung, messbar an der Phosphoryiierung von His- 
ERK K>M, als auch auf die ERK Aktivierung, messbar an der 
Phosphoryiierung von MBP. 
10 Die erf indungsgemafie Verwendung der Kaskaden- 

Inhibitoren, insbesondere der MEK-Inhibi toren bezieht sich 
insbesondere auf folgende Substanzen: 

a) 2- (2-Amino-3-methoxyphenyl) -4-oxo-4H- (1) benzopyran (wie 
15 auch beschrieben in WO 98/37881) 

b) 1, 4-Diamino-2, 3-dicyano-l, 4-bis [2- 
aminophenylthio]butadien (Kurzbezeichnung U0126) 

20 c) 2- (2-chlor-4-jod-phenylamino) -N-cyclopropylmethoxy-3, 4- 
dif luorbenzamid (Kurzbezeichnung PD18453) 

d) 2- (2 ' -amino-3 ' -methoxyphenyl) -oxanaphthalen-4-on (Kurz- 
bezeichnung PD9805 9) 

25 

e) Substanzen gekennzeichnet dadurch, daft sie als erfindungs- 
gemafie Kaskaden-Inhibitoren wirken und insbesondere aus den 
chemischen Stoffklassen der Butadien-Derivate oder Flaven- 
Derivate oder Benzamid-Derivate stammen 

30 

f) alle als Kaskaden-Inhibitoren, insbesondere MEK- 
Inhibitoren wirkende Derivate der genannten Verbindungen 

g) weitere als der Kaskaden-Inhibitoren, insbesondere MEK- 
35 Inhibitoren wirkende Substanzen (Vorstufen, Salze oder "Pro- 
drugs" im Sinne von [11, 16] der genannten Verbindungen oder 
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ihrer Derivate deren Wirksamkeit im Kaskaden Assay fur Inhi- 
bitoren des Raf/MEK/ERK Kinase Signalweges oder im "in vivo 
MEK und MAP Kinase Assay" belegt ist. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung dieser Substanzen 
5 als Arzneimittel an Patienten, die mit einem DNA- oder RNA- 
Virus, speziell einem intranuklear replizierenden Negativ- 
strang-RNA Virus, beispielsweise einem Influenza A Virus oder 
einem Borna Disease Virus infiziert sind. 

In einer anderen Form der erf indungsgemaften Verwendung 

10 wird vorgeschlagen, Arzneimittel mit diesen Substanzen in der 
Prevention einer Infektion mit einem DNA oder RNA-Virus, 
speziell einem intranuklear replizierenden Negativstrang-RNA 
Virus, beispielsweise einem Influenza A Virus oder einem 
Borna Disease Virus einzusetzen. 

15 Der Begriff Patient bezieht sich dabei gleichermaften auf 

Menschen und Wirbeltiere. Damit konnen die Arzneimittel in 
der Human- und Veterinarmedizin verwendet werden. Die thera- 
peutisch wirksamen Substanzen der vorliegenden Erfindung 
werden den Patienten, als Teil einer pharmazeutisch akzepta- 

20 blen Komposition entweder oral, rektal, parenteral intrave- 
nos, intramuskular oder subkutan, intracisternal, intravagi- 
nal, intraperitoneal, intravascular, lokal (Puder, Salbe oder 
Tropfen) oder in Sprayform verabreicht . 

Pharmazeutisch akzeptable Kompositionen konnen die Modifika- 
25 tionen als Salze, Ester, Amide und "Prodrugs" beinhalten, 

sofern sie nach zuverlassiger medizinischer Beurteilung keine 

QbermaMge Toxizitat, Irritationen oder allergische Reaktio- 

nen am Patienten auslosen. 

Der Terminus "Prodrug" bezieht sich auf Verbindungen, 
30 die zur Verbesserung der Aufnahme transf ormiert werden, wie 

beispielsweise durch Hydrolyse im Blut. Eine eingehende 

Diskussion ist bei [11] und [16] gegeben. 

Dosierungsformen fur die ortliche Administration der 

Verbindung dieser Erfindung schlieften Salben, Puder, Sprays 
35 oder Inhalationsmittel ein. Die aktive Komponente wird unter 

sterilen Bedingungen, mit einem physiologisch akzeptablen 
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Tragerstoff und moglichen Preservative^ Puffern oder Treib- 
mitteln, je nach Bedarf, vermischt. 

Beispiele 

Das Ausfuhrungsbeispiel 1 zeigt exemplarisch arr, Beispiel 
5 des MEK-Inhibitors U0126, dafl mit steigender Konzentration 
des MEK-Inhibitors U0126 im Zellkulturmedium die Anzahl der 
neu gebildeten, infektiosen Influenza A Viruspartikel signi- 
fikant reduziert ist: 

Fur die Vermehrung von Influenza A Viren werden per- 

10 missive, eukaryontische Zellkulturen (Madine darby canine 
kidney (MDCK) -Zellen) , in parallelen Ansatzen mit gleicher 
Zellzahl, nach allgemein ublichen Methoden fur die Zellkul- 
tur, mit einer physiologischen Salzlosung gewaschen und mit 
einer gleichen Menge des infektiosen Influenza A Virusstammes 

15 WSN-HK {Reassortante mit sieben Gensegmenten von Influenza 
Stamm A/WSN/33 und dem NA-Gen von Influenza Stamm A/HK/8/68) , 
in einem Verhaltnis von 0,0025 infektiose Viruspartikel pro 
Zelle fur eine Stunde bei Raumtemperatur , infiziert. 

30 min vor der Infektion werden die MDCK-Zellen in ge- 

20 eignetem Zellkulturmedium, welches in unterschiedlichen 
Konzentrationen mit dem MEK-Inhibitor U0126 versetzt ist 
(OnM, 30nM, 40nM, 50uM gel6st in DSMO) bei 37°C und 5% C02- 
Konzentration, inkubiert. Als Losungsmittelkontrolle werden 
MDCK-Zellen mit Zellkulturmedium inkubiert, welches mit 

25 entsprechenden unterschiedlichen Mengen an DMSO versetzt ist. 
Wahrend der Infektion wird dem Inokulum der MEK-Inhibitor 
U0126 bzw. als Losungsmittel DMSO in den entsprechenden 
Konzentrationen zugegeben. 

Anschlieftend wird das Inokulum entfernt und die infi- 

30 zierten Zellen in geeignetem Zellkulturmedium, welches in 
unterschiedlichen Konzentrationen mit dem MEK-Inhibitor U0126 
versetzt sind (OuM, 30uM, 40yM, 50pM gelost in DMSO), fur 
48h, bei 37°C und 51 C02-Konzentration, inkubiert. Als Lo- 
sungsmittelkontrolle werden infizierte MDCK-Zellen mit Zell- 

35 kulturmedium inkubiert, welches mit entsprechenden unter- 
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schiedlichen Mengen an DMSO versetzt sind. 24 Stunden nach 
der Infektion werden 200yl des Mediumiiberstandes entnommen 
und das gleiche Volumen an Inhibitor- bzw. DMSO-haltigem 
Zellkuiturmedium dem Mediumuberstand wieder zugegeben. Nach 
5 48 Stunden wird erneut eine Probe entnommen. Die Zellkultur- 
uberstande der jeweiiigen Proben fur den 24 und den 48 Stun- 
den Wert werden nach ublichen virologischen Methoden auf die 
Menge an haemaggiut inierenden Einheiten (HA-Titer) , welche 
die Gesamtproduktion an Viruspartikeln darstellt, und auf die 

10 Menge an neu gebildeten infektiosen Viruspartikeln (Plaque- 
Assay auf MDCK-Zellen) hin untersucht. 

Im Ergebnis kann in einem solchen experimentellen Ansatz 
festgestellt werden, daft es bei zunehmender Konzentration des 
MEK-Inhibitors U0126 im Zellkuiturmedium zu einer signifikan- 

15 ten Reduktion (ca. 80% bei 50uM U0126) der Anzahl von neu 
gebildeten, infektiosen Viruspartikeln, im Vergleich zum 
Kontrollansatz ohne MEK-Inhibitor U0126 bzw. den Losungsmit- 
telkontrollen kommt . Die makroskopische Untersuchung von MDCK 
Zellen, welche mit entsprechenden Konzentrationen an DMSO, 

20 bzw. in DMSO gelostem MEK-Inhibitor U0126 behandelt wurden, 
als auch eine Zytotoxizitatsuntersuchung mittels Propidiumjo- 
didfarbung, zeigt, daft weder Losungsrnittel noch Inhibitor 
einen signif ikanten zytotoxischen Effekt auf die Zellen 
haben. 

25 Das Ausfuhrungsbeispiel 2 zeigt, daft mit steigender Kon- 

zentration des MEK-Inhibitors U0126 im Zellkuiturmedium auch 
die Anzahl der neu gebildeten, infektiosen Borna Disease 
Viruspartikel signifikant reduziert wird: 

Inhibitor-vorbehandelte Zellen werden mit BDV infiziert und 
30 die Ausbreitung der Infektion in einer indirekten Immunfluo- 
reszenz gegen das virale Nucleoprotein beobachtet. Bei einer 
einmaligen Gabe von 25pM MEK Inhibitor (U0126) sind nach 
einer Kult ivierungszeit von 7 Tagen keine Virus-Foci sicht- 
bar, sondern nur einzelne infizierte Zellen. Bei einer Gabe 
35 von 12,5 uM Kinase Inhibitor (U0126) ist der Effekt nicht 
mehr deutlich und bei einer Gabe von 6 pM Kinase Inhibitor 
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(U0126) ist kein Unterschied der Virus-Foci im Vergleich zu 
unbehandelten, infizierten Kontrollzellen zu sehen. Der 
Inhibitor wirkt somit dosisabhangig auf der Ebene der Virus- 
replikation. 

Die inhibitorische Wirkung des MEK Inhibitors U0126 in 
den aufgezeigten Anwendungen zeigt, dad Kaskaden-Inhibitoren, 
insbesondere MEK Inhibitoren als antivirale Agentien gegen 
Influenza- und Borna Viren im speziellen aber auch gegen 
andere RNA und DNA Viren, bei denen eine Abhangigkeit der 
viralen Vermehrung von der Aktivitat der Raf/MEK/ERK Kaskade 
besteht, angewendet werden konnen. Der Signalweg ist dabei 
erfindungsgeraaft Ziel der antiviralen Therapie und wird bevor- 
zugt durch Anwendung eines nicht-toxischen pharmakologischen 
Kaskaden-Inhibitors, insbesondere eines MEK Inhibitors, 
gehemmt . 



11 



WO 01/76570 



PCT/DE01/01292 

Bezugszeichenliste Literatur 



[i] Alessi, D. R. , Cuenda, A., Cohen, P., Dudley, D. T., and 
Saltiel, A. R. (1995). PD 098059 is a specific inhibitor of 
5 the activation of mitogen-activated protein kinase kinase in 
vitro and in vivo J. Biol. Chem. 270, 27489-27494. 

[2] Benn, J., Su, F. , Doria, M. , and Schneider, R. j. (1996). 
Hepatitis B virus HBx protein induces transcription factor 
10 AP-1 by activation of extracellular signal-regulated and c- 
Jun N-terminal mitogen-activated protein kinases. J. Virol. 
70, 4978-4985. 



[3] Bode, L., Zimmermann, W., Ferszt, R. , Steinbach, F. , and 
5 Ludwig, H. (1995). Borna disease virus genome transcribed and 
expressed in psychiatric patients [see comments], Nat Med 1, 
232-6. 



[4] Bruder, J. T., and Kovesdi, I. (1997). Adenovirus infec- 
20 tion stimulates the Raf/MAPK signaling pathway and induces 
interleukin-8 expression. J. Virol. 71, 398-404. 

[5] Cohen, P. (1997). The search for physiological substrates 
of MAP and SAP kinases in mammalian cells. Trends in Cell 
25 Biol. 7, 353-361. 



[6] DeSilva, D. R., Jones, E. A., Favata, M. F. , Jaffee, B. 
D., Magolda, R. L., Trzaskos, J. M. , and Scherle, P. A. 
(1998). Inhibition of mitogen-activated protein kinase kinase 
30 blocks T cell proliferation but does not induce or prevent 
anergy. J. Immunol. 160, 4175-4181. 

[7] Dudley, D. T., Pang, L., Decker, S. J., Bridges, A. J., 
and Saltiel, A. R. (1995). A synthetic inhibitor of the 
35 mitogen-activated protein kinase cascade. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 92, 7686-7689. 



12 



WO 01/76570 



PCT/DEO 1/01 292 



[8] Duncia, J. V., Santella, J. B . r., Higley, C. A., Pitts, 
W. J., Wityak, J., Frietze, W. E. , Rankin, F. W., Sun, J. h. ' 
Earl, R. A., Tabaka, A. C, Teleha, C. A., Blom, K. F. , 
5 Favata, M. F., Manos, E. J., Daulerio, A. J. , Stradley, D. 
A., Horiuchi, K., Copeland, R. A. , Scherle, P. A., Trzaskos, 
J. M • , Magolda, R. L. f Trainor, G. L., Wexler, R. R. , Hobbs, 
F. W., and Olson, R. E. (1998). MEK inhibitors: the chemistry 
and biological activity of U0126, its analogs, and cyclizati- 
10 on products. Bioorg Med Chem Lett 8, 2839-44. 

[9] Favata, M. F . , Horiuchi, K. Y., Manos, E. J., Daulerio, 
A. J., Stradley, D. A., Feeser, W. S., Van Dyk, D. E., Pitts, 
W. J., Earl, R. A., Hobbs, F. , Copeland, R. A., Magolda, R. 
15 L. , Scherle, P. A., and Trzaskos, J. M. (1998). Identificati- 
on of a novel inhibitor of mitogen-activated protein kinase 
kinase. J. Biol. Chem. 273, 18623-18632. 

[10] Gubareva, L. V., Matrosovich, M. N., Brenner, M. K. , 
20 Bethell, R. C, and Webster, R. G. (1998). Evidence for 
zanamivir resistance in an immunocompromised child infected 
with influenza B virus. J Infect Dis 178, 1257-62. 

[11] Higuchi, T., and Stella, V. (1987). Prodrugs as novel 
25 delivery systems. In A.C.S. Symposium Series. 

[12] Lamb, R. A., and Krug, R. M. (1996). Orthomyxoviridae : 
The viruses and their replication. In Fields Virology, B. N. 
e. a. Fields, ed. (Philadelphia: Lippincott-Raven Publi- 
30 shers), pp. 1353-1395. 

[13] Planz, 0., Rentzsch, C, Batra, A., Winkler, T. , Butt- 
ner, M. , Rziha, H. J., and Stitz, L. (1999). Pathogenesis of 
borna disease virus: granulocyte fractions of psychiatric 
35 patients harbor infectious virus in the absence of antiviral 
antibodies. J Virol 73, 6251-6. 



13 



WO 01/76570 



PCT/DE01/0I292 



[14] Popik, W., and Pitha, P. M. (1998). Early activation of 
mitogen-activated protein kinase kinase, extracellular si- 
gnal-regulated kinase, p38 mitogen-activated protein kinase, 
and c-Jun N-terminal kinase in response to binding of simian 
immunodeficiency virus to Jurkat T cells expressing CCR5 
receptor. Virology 252, 210-217. 

[15] Robinson, M. J., and Cobb, M. H. (1997). Mitogen- 
activated protein kinase pathways. Curr. Opin. Cell Biol. 9, 
180-186. 

[16] Roche, E. B . E. (1987). Bioreversible Carriers in Drug 
Design, E. B. Roche, ed. : American Pharmaceutical Association 
and Pergamon Press. 

[17] Rodems, S. M . , and Spector, D. H. (1998). Extracellular 
signal-regulated kinase activity is sustained early during 
human cytomegalovirus infection. J. Virol. 72, 9173-9180. 

[18] Scholtissek, C. , and Muller, K. (1991). Failure to 
obtain drug-resistant variants of influenza virus after 
treatment with inhibiting doses of 3-deazaadenosine and H7 . 
Arch Virol. 119, 111-118. 

[19] Sebolt-Leopold, J. S., Dudley, D. T., Herrera, R. , Van 
Becelaere, K., Wiland, A., Gowan, R . C, Tecle, H., Barrett, 
S. D . , Bridges, A., Przybranowski , S., Leopold, W.- R . , and 
Saltiel, A. R. (1999). Blockade of the MAP kinase pathway 
suppresses growth of colon tumors in vivo. Nature Med. 5, 
810-816. 

[20] Treisman, R. (1996). Regulation of transcription by MAP 
kinase cascades. Curr. Opin. Cell Biol. 8, 205-215. 



14 



WO 01/76570 



PCT/DEO 1/0 1292 



Patentanspriiche 

1. Substanzen gekennzeichnet dadurch, daft sie als erf in- 
dungsgemafte Kaskaden-Inhibitoren, insbesondere MEK- 

5 Inhibitoren wirken, insbesondere aus den chemischen 

Stoffklassen der Butadien-Derivate oder Flaven-Derivate 
oder Benzamid-Derivate stammend 

2. Verwendung von erf indungsgemaflen Kaskaden-Inhibitoren, 
10 insbesondere aus den chemischen Stoffklassen der Buta- 
dien-Derivate oder Flaven-Derivate oder Benzamid-Derivate 
stammend, insbesondere MEK Inhibitoren, im speziellen 

a) 2- (2-Amino-3-methoxyphenyl) -4-oxo-4H- ( 1 ) benzopyran, 
15 1, 4-Diamino-2, 3-dicyano-l, 
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bitoren wirkende Vorstufen, Salze, Prodrugs, Derivate 
oder Mischungen der genannten Verbindungen, 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Vorbeugung und 
Behandlung von Infektionen durch DNA oder RNA-Viren bei 
25 Mensch und Tier. 

3. Verwendung nach Anspruch 2 zur Behandlung von Infektionen 
durch Negativstrang RNA-Viren. 

30 4. Verwendung nach Anspruch 2 zur Behandlung von Infektionen 
durch intranuklear replizierende Negativstrang-RNA Viren. 

5. Verwendung nach Anspruch 2 zur Behandlung von Infektionen 
durch Influenza und Borna Viren. 
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